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cAMP， cycl1c adenosine J' ，5'-monophosphate;. 
dcAHP， cyclic 2'-deoxvadenosine 3' ，5'-monophosphate: 
cGMP， cyclic guanosine 3・，5'-monophosphate;
GTP， guanosine 5'-triphosphate; 
GTPγS， guanosine 5'-[ y-thio]triphosphate; 
8-Br-cGMP， cyclic 8・bromoguanosine3'，5'-monophosphate; 
IP3， D-myo-inositol 1，4，5-triphosphate; 
PIP2， phosphatidyl inosilol 4，5-bisphosphate; 
OAG， diacylglycerol; 
ニトロソグアニジン.N-melhyトN'-nitro-N-nitrosoguanldine;
BAL(British anti-Lewisite)， 2，3.-dimercapto-l-propanol; 
FITC. fluorescein isothiocyanate: 
r-gdA. Frigid A; 
[gdC， Frigid C 
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突然変異椋について葉的、 CAMP刺激にともなう cGMP、 1 P 3の一過的蓄積
や Ca;:"取り込みの増加、 cGMPの結合活性、 cAMP受容体数に異常がある
ことかわかった。このことは、それぞれの反応が互いに依存して制御されている
ことを示している。一方、 cAMPの蓄積は、ほとんどの1¥.I突然変異株で正常
であった。 KI-8、K 1 -1 0株は、葉酸、 cAMP刺激に対して、全く
cGMPの蓄積を示さなかった。これらについて、さらに也化学的解析を行った。





































と胞子かちアメーパーが発芽し増殖する。 ρ Ji . ; (~，) i J t?u 1 は増殖期には餌となる
バクテリアから分泌される葉酸に(3 3、34 )、集合期には細胞自身から周期






ρ d i s(~ t> i Jel/JI細胞は、情殖期には葉酸に特異的な受容体を細胞表面に持つが
( 5 8 )、飢餓後、葉酸に対する受容体が減り CAMPに特異的な受容体が細胞
表面に表れてくる(42)。これらの受容体に、葉酸、あるいは cAMPが結合





った 2改伝達物質を一過的に産生する(1 6 )。また義政、 cAMPは、もう 1
つの 2次伝達物質である Caυの細胞外から細胞内への取り込み増加も引き起こ
す(2 9 )が、この反応はG蛋白の活性化を経ないで起こることが知られている
( 3 0 )。
これらの2次伝達物質のうち cGMPについては、他の細胞性粘菌
ρ 1 ，~(， t C> UIII ， ρ . minutum. PolvsphρnJvlium viοI a ('C;行川1においても、それぞれの
種に間有な cAMPとは異なる走化性物質で刺激すると、 一過的な cGMPの蓄






る(2 2 )。 ρ. J付('0 付 ~JII においては、 cAMP 刺激によっ て、アクチンやミ
オシン重鎖 I (細胞内の主なミオシン)が一過的に細胞質l両分から細胞膜画分へ
移行する。この時、 Ca z+がアクチンの細胞膜両分への移行(1 1 )、 cGMP
がミオシン重鎖 Hの燐酸化(2 3 )と細胞膿画分への移行(2 2 )に必要である
ことが示唆されている。しかし、この詳しい機備はわかっていない。
一般に、ある生物現象の機構を解明するためには、その現象に特異的に変異を










.7. J付 ω ;(1aU11の走化性運動は、葉酸、 CAMPかそれぞれに特異的な受容体









葉酸、 cAMPの両方に走化性を示さない突然変異椋を、 1 0株得ることに成功
した。これらの内の多くが、共通の機備に変異を起こしていることは、得られた




椋について 2次伝達物質の産牛や Ca 2+取り込みの哨加等を調べた。その結果、
これらの突然変異椋の中に、葉厳、 cAMP刺激による cGMP産生ができない







本研究では、 灯、 t〆01fAli，nd i5川 i:1θ:.1/の野生鯨として XP 5 5訴と X2抹
を(3 1 )、 XP55株より以下に述べる方法で得られた1¥J突然変異株
(1¥.1-1----10)と共に川いた。これらの細胞抹は、 1/3SM寒天培地
( O. 3 %グルコース、 O. 3 %パクトベブトン、 40mM
K H z P 0'1/ N a 2 H P 04 P H 6. 0、 1. 5 %恕天)上で
E s ('fI c> r i c /}i.1 (・ρJi s / r隊あるいは !.Iθρsi!f>la i♂f リ'?'7~ 弓とともに 2 1 ocで情
養した(3 )。対数増殖中の細胞を PB ( 10m T-l K H ;:P 04/ N a‘H PO<j 
p H 6. 5) rで分別遠心により八クテリアとう'JP.lfし、ド 8'1'に
lXl07cel1s/mlの細胞密度で懸渇した倍、 21 oc、 175rpmで振
湿することによって発生させた。以徒、発午後 n時間を Tnとした。無間的増荊は
細胞を HL5 (1.43%オキソイト‘ペフトン、 O.7 1 5 %オキソイドイース
トエキストラクト、 O. 1 %クルコース、 10mM KHzPO.q/NazHPO.q 







当ド集{7突然変異掠の分帥 - 4~ 集合突然変異抹の分断は Ishida の万法に
従って行った (15)oXP55慌のT1細胞をニトロソクアニシン 500μg/
ml合むPB中で lXlO'celJs/mlの細胞薪庭、 21 oc、30分間、
175rpmで振湿した後、筒待 9cmの 51. P寒天情j也(O. 5 %ラクトース、
O. 5 %ハクトヘフトン、 1. 5 %寒天}上て約25cells/プレートの割






E . _~ _，I I B / r愁渇j夜をまいた 5L P寒天情地上に、細胞をスポットで植え付
け21 ocで4-5日間情費すると、中心付近に飢餓状態の進んだ細胞、外価1付近





め(3 5、 47 )、この条件下では葉酸、 c^MPは分解され、濃度勾配ができ
る。細胞はこの湯度勾配に従って走化作を示し寒天フロックから広かっていく。







測定できる(2 0 )。約 500個の細胞を角む1->13ドロッフを、 O. 9 %ピュリ
ファイドアガー上にirtき、その近傍に伺々の濃度の定化性物質を角む PBI-'ロッ








(0.4g/ml)あるいは 10mJの人尿に加え、それぞれ 1.5時間 60Cで
インキュベートした後、 1000g、 1 5分間述心することによって溶液中の蚤
由貿を沈澱させた。上清部分を 6OOCで乾燥させた後、酵母抽出物には 6ml、
人尿には3.5 m 1の蒸留水を加えて乾燥物を椛併し、走化性の検定に用いた。
白金耳で 1撞き(約 10mg)の E. ωli13/rをO.3 m 1の燕砲水に懸濁





析に必要な X2株とのて情体株の分離は、 Newellらの方法(3 1 )に修正
-8 -
を加え行った (Fig.5}oKI突然変異椋とX2僚を BSS(lOmM 
NaCl、lOmM KCl、3mM CaC12) 中で lXl07cells
/mlの細胞密度で21・C、20時間一緒に振渇することによって融合させた後、
2 7 oC、50μg/mlのストレプトマイシンを含む 1/3S.M寒天培地上で
Bacil/us sul>tilis 36.1 (ストレフトマイシン耐性椋)とともに培養し、 二倍体
を分献した。この条件下では、 K1突然変異俸は親抹XP55椋由来の
Bacilllis subtilisを餌として生育できない劣性変異 (b s g Aづ、 X2椋は
2 7 oCで生育できない温度感受性劣性変異 (tsgA-)を持つので、 KI突然変
異椋とX2椋とのこ倍体抹だけが生育できる。
得られた二倍体掠から 一倍体抹を得るためには、 二倍体細胞を2μg/ml
チアベンダゾールを含む 1/3S M:底天培地上で培養後(5 7 )、
K1突然変異椋由来のシクロヘキシミド耐性の劣性変異 (C7CAつを利用し、








T1あるいはT~細胞を PB 中に lX10 8 cells /m l の細胞密度で懸濁し、
2 1 oCにおいて図に示しである濃度の葉酸、 cAMP、dcAMP、BALで刺
激した後、一定時間後、同量の3. 5 %過塩紫般(v / v )を加えることによっ
て反応を止めた。半量の50%飽和炭般水素カリウムをそれぞれの細胞溶解液に
加え中和した後、アイソトープダイリュウジョ ン法により cGMP、cAMP、
1 P 3の定量を行った(4 9、47、44 )。
無細胞系グアニとートシクラーセ活生金主量
無細胞系グアニレートシクラーゼ活性の定量は、ラピッドエリュウジョン法
( 1 7、 1 8 )により 0・Cにおいて行った。 Tョの細胞を lX106 cells
/mlの細胞密度でライシスハッファー (40mM Hepes/NaOH、
3mM MgS04 、5. 9mM EGTA、O. lmM GTPγS、
pH7.0)中に懸濁し、ポリカーボネートフィルター{直径 3μm)に索早く
通すことによって細胞を破壊した。細胞破壊から 30秒後に、 50μ1の細胞破
壊液に反応混合用液 (10mM DTT、O.6mM GTP)を50μ1加え、








Tsの細胞を庶糖を含まない ACバッファー (40mM Hepes/NaOH、
250mM シュウクロース、 O. 5mM EDTA、 pH 7. 0)で3度洗
浄した後、 ACバッファー中に 2XI08cells/mlの細胞密度で懸濁した。
細胞をo.Cでポリカーボネートフィルターに通すことによって破壊した後、。 .C
で48、o0 0 g 1時間違心することによって、細胞上消を分離した。この細胞
上清を用い cGMPホスホジエステラーゼ活性を、 Van Haastertら
の方法で21 .Cにおいて測定した(5 3 )。
ー 10幽
cGMい結代活性の豆量
c G tvl P結作活性の定量は、 ヒ記と同僚の方法で調製した細胞上清を用い、
P a r i 5 5 e n t iらの方法に修I下を加えて 0・Cにおいて行った(3 6 )。
100μiの細胞ヒ消に同量の結合活性八ッファー (lOOmtvl PB、
6mM MgClz、 10mM DTT、 pH 6. 0) と最終濃度が
O. 2 5 n 10.1、 0.75nM、 1. 5 n 1'.1 あるいは J. 0 n M となるよう
に、 [ 8ーヲH]cGMPを加えた。 15分間、 o~C でインキュベートした倍、
ニト ロセルロースフィルター(高得O.4 5μm)に通し反応をIr.めた。











細胞表面の c八MP受容体数の定量は、 Ts細胞と cAMPパルス処理した細胞





C a 2+取り込みの定地は、 Milneらの方法に修正を加え、 21 .Cにおいて
行った(2 8、 29 ) 0 H 1¥ッファー (20mM Hepes-KOH、 5mM
KCl、 pH 7. 0)に lX10'cells/mlで;懸濁したT1あるいは
T sの細胞懸濁液 100μlに、向島の取り込みハッファー (20mtvl
Hepes-KOH、 5mM KCl、20μ t.{ CaClz、
O. 2 5μCi/ml 4 ~ CaCl;: ， pH 7.0)を加え取り込みを開始した。
T1の細胞を用いた時は、最終濃度が2XIO→Mとなるように葉酸を、 T~の細
胞を用いた時には 2X 1 0 -6Mとなるように、 cAMPをあらかじめ取り込みバ








eらの方法で(2 7 )、ミオシン重鎖 Hの定量はLi uら(2 2 )の方法で、 T
e細胞を用いて行った。簡略に述べると、まず 21 oCにおいて細胞を cAMPで刺
激した後、それぞれFig.14、Fi g 1 3に示してある時間においてトライ
トンX-I00を含むバッファーで破擁した。遠心処埋をし沈澱をポリアクリル
アミドゲル電気泳動、クマシーブルー染色をし、アクチンの場合42KD、




cAMP刺激によるミオシン重鎖 H燐般化の定旦は、 T.，細胞を用いてLi uら
の万i去に従って行った(2 :3)。簡略に述べると、まず細胞を[1 Z P ]オルト燐
酸てラベルし、 21 .Cにおいて cA}.f Pで刺激した後、ド ig. 1 2に示してあ
る時間において， P-40を含むパッフ γ ーで細胞を破漉した。






従って行った(6 0 )。簡略に述べると、まず細胞をooCにおいて cAMPで刺
激し、 30秒後 1%ホルマリンを含むー 150Cのメタノールで固定した。抗ミオ




T s細胞をPBを浸したテフロンカルチャーディシュ上に置き、 21 .Cで
約20分間静置した。その後、位相差顕微鏡を用いて、細胞の運動を 20分間ビ







法、アガーカッテイング法を開発した(F i g. 4) 0 E. ~'ù 1，. B I rを植え付け
た5LP寒天培地上の O.I}" 30，' i山;/1細胞コロニーの周辺部から、増殖期と発生
期の細胞を含むように寒天ブロ ックを切り出し、 10・<1M葉酸あるいは 10 -oM 
cAMPを含むピュリファイドアガーフレート上に、細胞がある面が下になるよ


































に対して 10倍、 cAMPに対して 100倍高い濃度で走化性を示した。
増殖期の ρ diSCt>idaUIII野生椋は、プテリン、酵母抽出物、バクテリア分泌物、







以上の結果より、 KI突然変異抹 10椋のうち KI -1、3、 10抹を除 く
7椋が、ここで調べた走化性物質全てに対し走化性を示さないことがわかった。


























axeA-， LGII: .1:'<θB -， L G IU; 2っそろって初めて無間的に増殖でき
る)、 27 ocで生育できない劣性変異(片 sg A-、LG 1 )をマーカーとして利
用した (Table. lI)。
全ての組み合わせの二倍体綜から r.s gA 変異を持つ ~I: 集合の ー倍体掠か分
離できた。 ts gA はX2抹に由来することから、このことはこれらの1¥1突然
変異椋が LGIII以外の LGに走化性変異を持つことを示している。今回得られた
K 1 -1、 4、 9、 10排出来の一倍体株は、すべて1¥1突然変異椋の形貨をポ
した。これは全ての一倍体練がシクロヘキシミド上で分離され、 l、I変異綜由来






























K1突然変異椋のT1細胞を 10・SMの葉酸、 T')細胞を 10 -7MのcAMPで
刺激し、 cGMPレスポンスを調べた (Fig.6A)。
2つのK1突然変異椋、1¥.1-8、K1 -1 0抹では、いずれの濃度の葉酸、












i<'1-8、K1 -1 0椋のsALによる cGMP産生
発生期の野生抹を BALで刺激すると、 cAMP受存体を介さずに継続した
cGMP蓄積が起こる(3 2 )。このことを cG 1.Pレスポンスを示さない
KI-8、K1 -1 0椋について調べた。
XP55抹のTs細胞を 6X 10 3MのBALで刺激すると、刺激後約60秒で
最大量となる cGMPレスポンスが起ごり、その後少なくとも 4分間はその濃度
を保った (Fig. 7A)o K1-10抹においても、 XP55掠と比べ小さい
ながらも同様な cGMPレスポンスを示した。これに対し、 l¥.1 -8椋では全く
cGMPレスポンスを示さなかった (Fig.7A)。
また野生株において BALと同時に cAMPを加えると、 cGMP蕎積は
cAMP単独で刺激した場合のように 一過的になる(3 0 )。これはBALによ
って活性化されたグアニレートシクラーゼかcAMPによって不活性化されるこ
と、すなわち適応することによると身えられている。 1¥1 -1 0抹にBALと同












1・‘の細胞を用いて活性を測定した結果、 K1 -8株、 K1 -9掠では低い活性
しか見られなかった。このことは、これらの変異掠のうち 1つが、クアニレート
シクラ ーゼそのものに変異かある可能性を示唆する。一方、小さなレスポンスし
か示さない K1 -6株を含め他の}{T椋では、 XP 5 5株と比べて大きな差は認
められなかった。
また、この活件.は野生椋において 1μMのCa .;t ~こよって強く阻害される




が示されており(1 7、 1 8 )、また細胞質l商分にはこの活性を上昇させる因子
が存在する(4 0 )。そこで、葉酸、 cAMP刺激により cGMPレスポンスを
















される(5 0 )ので、 K1突然変異訴のcGMPホスホジエステラーゼ活性を
8-Br-cGMP非存在下および存在下で定量した <1able. !ll)。
その結果、 cGMPレスポンス示さない KI-8、K1 -1 0抹、 cGMPレ
スポンスの小さいKI-6、K1 -9株、 cGMPレスポンスの遅れる K1 -2、
KIー 7僚を含む全てのK1突然変異椋において正常な静素活性が観察された。





されている(2 6、 36、 52 )。この結合活性において、 DNAを添加すると
この cGMP結合の部位数が増加し、また cGMPが解縦する速度も遅くなる





さくなる株(1¥.1 -4、 5、 10)、結合部位数が増加する掠 (K1 -4、5、









DN Aを添加しても、 cGMPの解脱速度に変化は見られなかった (Fig.9、
Table. V)。
2.葉酸、 cAMP刺激によるその他の細胞内応答
野生抹を葉酸、 cAMPで刺激すると、 cGMPの他に、 1P 3 、cAMPの





葉政、 cAMP刺激による 1P ~レスポンス
1 P 3は細胞内において Caわストアーから Ca z.を細胞質に放出させることに
より、細胞質Ca 2+量を制御していることが知られている (12)0 1¥.1突然変
異椋の Tぃ T5細胞をそれぞれ5X 1 0 -5Mの葉酸、 5X 1 0 -7MのcAMPで
刺激し、 1P 3レスポンスを調べた (Fig. 10)。その結果、 K1 -1、
K 1 -1 0椋以外の1¥.1突然変異椋において何らかの異常がみられた。





これは、 cGMP、 1P 3レスポンスと比べ遅いレスポンスで、野生抹において発
生期に入って始めて観察される (47)0 K1突然変異抹のTs細胞を 10 -sMの
-22 -
d c八t-，.1Pで刺激しこのレスポンスを調べた結束、 K J -7を除く令ての K 1突
然変異椋において、 XP55抹と li，J阪なレスホンスを示すことかわかった
(Fig. 11) 0 1¥.1-7椋はさらに高滞度の dc A M P (10 4M)で刺激
した場合においても、全く cAMPレスホンスを示さなかった{データーは示さ
ない)。
茎段、 cAMP刺激による Ca 2 . 1I~η 込ì1j..~即~q
野中帯、は葉齢、 cA 1 .{Pで刺激されると、 5-1 0秒以内に細胞外から細胞内
にCaわを取り込みを増加させる。 K 1突然変異抹の T，、T'>細胞を
2 X ] 0ぺMの葉酸、 2 X 1 0ー すMの cAMPで・刺激することによって、 C a z， 
取り込みの増加を調べた (Table. V1)。
その結果、 K1 -2、1¥.J-6抹の葉般刺激による Ca←取り込みの増加は
XP55椋と比べて同程度であったが、その他の株ではほとんど、あるいは全く
取り込みの噌加を示さなかった。また cAMP刺激による Caυ取り込みの増加




cGMP、 1Ph CAMPレスポンス、 Ca 2..取り込みの憎加を引き起こす
( 1 6 )。そこで cAMP受容体数を、1¥.1突然変異掠において調べた。また
cAMP受容体数は細胞に cAi-.fPを周期的に加える (cAMPハルス}と増加
することが知られている(4 8 )ので、このことも同時に抑ベた。























-1 0 掠においてはこの燐齢化は全く見られなかった (Fig， 12)。
次に、 XP55椋と1¥I-10椋のT暗細胞を 2) OCにおいて 10パ Mの
cAMPで刺激し、ミオシン重鎖 Hの務積の増加を調べた。その結果、 XP55






( 27)。この蓄積増加は、 ヌご ρlF椋においても正常に見られたこと(2 2 )、
サポニン処理しパーミアピライズした野坐稼細胞に Ca Z~を加えても見られるこ
とから、 cGMPではなく Ca2+がこの蓄積に関与していると考えられている





C AMP刺激による KI-8、K1 -1 0 憾のミオシン重鎖Hの細胞内
分布の変化
cAMP刺激による1¥1-8、1¥.1-10抹のミオシン重鎖Hの細胞内分布の
変化を、抗ミオシン重鎖 H抗体を用いた蛍光染色(6 0 )により 0・Cにおいて調
べた。
発生期の野生綜を cAMPで刺激すると、細胞質に存在するミオシン重鎖Hが
細胞闘に移行する (60)0XP55抹においては、 10 -oMのcAMP刺激
3 0秒後、細胞質に存在したほとんど全部のミオシン重鎖 Hが細胞膜に移行した
(Fig. 15)0 KI-8、K1 -1 0椋においては、 cAMP刺激前に細胞
質にみられるミオシン重鎖Hの量はXP55抹よりも多く、1¥:1-10僚におい
















た結果、1¥.1-8傍はXP 5 ~)、 KI-l0 抹に比べて遅い運動速度を示すこと






れらの生化学的解析を行った。それらの主な結果は、 r a b 1 e. IXにまとめら
れている。
1. K 1突然変異保の走化件.と遺伝的解析
K 1突然変異株では、葉酸と cAMPに対する，E化特異常が 1つの変異によっ
て起こっている可能性と、それぞれに特異的な走化性機楠に異常をもっ 2i!の変
異によって起こっている可能件かある。以下のことは前者を強く示峻している。










起こる確率は (51/10、o0 0 ) 2となる。これは 10、000クローンから




I}ン(葉般、 CAMPとは異なった受容体と結伶する(1 6) )、醇母抽出物、
バクテリア分泌物、人尿の、調べられた全ての走化件物質に対して全く走化件ーを
示さなかった (Table. 以)。また、残りの 3つのK 1突然変異椋も、スク
リーニングに用いられた走化作物質以外の走化性物質に対する走化性が異常であ

























スポンス{一過的蓄積)、 cGMPの結合活性や解離活性、 IP 1 レスホンス、








くの1¥.1突然変異椋が cG 1.1 Pレスポンス、そして後泌する cGMPの結合活性
や解離活件に異常を示したことから、 cGMPと走化性との関連を示唆した。













































I P 3 は細胞内のCa z' ストアーからCa←の細胞質への放出を起こす




しかし、 1P 3 レスポンスに異常がある突然変異株(I-g d C )か弱いながらも
走化性を示すこと(3 )、また 1P 3のF室生酵素であるホスホリハーゼCを破接し






てもcAMPの産生はほとんどみられない(1 6 )こと、また cAMP刺激によ





C a 2+取り込みの増加は、葉殿、 cA~f P刺激後 5秒以内に起こる (29、3



















を欠くために cAMPに対する走化性を示さない [gdA突然変異掠(8、21 ) 
において、 cAMPの受容体数が少ないこと、 cAMPバルスを与えても受存体


































が一過的に増加する(2 7 )。サボニンでパーミアピライズした細胞に Ca':令を
与えると同様の反応が起こることから、この移行は細胞内 Ca ;:+の増加により起
こると考えられている (11)oKI-I0株ては、 cAMP刺激によって細胞
外から細胞内へのCa 2+の取り込み憎加は、野生抹と比べ非常に少ない(T a b 
1 e. VI)が、 cAMP刺激により少ないながらもアクチンの蓄積増加が見られ
た (Fig. 14A)o cAMP刺激による 1P 3の産生は正常である(f i g. 



























F i g. 1 細胞性粘菌 f)iげ I/()stdliUI/I ，tisct>はdUI1の生活環。
J 
cAMP-白骨
-'._ _ 2+ ，、 ~+・
G(〈::五三石:his
folic acid -+ ~ 一(folicacid) 
¥ 
F i g. 2 細胞性粘菌クicf 川5t~1 i~"， "is.~ げ 1 :~:J 刊の走化性'
モデル。 このモテルは VanIlaastertによるモデル(5 4 )にいくつがあ帝京
を加えたものである。略語は、 R;受容体 (folicaCid;葉酸特異的、 cAMP;
cAMP特異的)、 G ;GTP結向蛋自白、八 C;アデニレートシクラーゼ、
PLC;ホスホリバーゼC、GC;グアニレートシクラーゼ、 DAG;ジアシル
グリセロール、 1P ~ ; dー ミオイノ シト ール l、4、 5-3鱗齢、 PDE;































































































































































LG 1 c v c A-
I 1 aλ，. t子A-
1 bsgA- I r.sgA-， 3λ.eB 
二倍体椋を分離し、表現型、走化性を検定 ー箆丘ιJ劣性変異の判定
(BSS中で 2) .C、 20時間振温後、





{上記-. f自体椋のうち tsgAー を持つ主化件を示さない抹を分敵し、
1¥.1-1......10株{ケ sg A )と 二倍{本を形成}
Fig.5 1\ 1窓~~.長盤!!)遺j孟也盤析，(J).子題。略語は、 LG;リンケージ
グループ、 c.vCA-;シクロヘキシミド耐性の劣性変異、 bsgA-; 3J ，~ill u s 
su br; I i sを餌として生育できない劣性変異、 a x eA-、 3.¥・ eB -; :無菌的に
増殖可能な劣性変異(2っそろっている場合)、 t S t; A -; 2 7 .Cで生育できな












































































































































































































2 'o o 
F 、.2官‘・ ' 
2 喧1. 
。 。
-・ .ー ・ー -7 4 -・-. _.， -・ . .， -・ -・ .‘ .0。 • -・ -ー， .. -1 .ー 帥陥輔...山内自。.M) e開e・.1'''0.11・e刈 帥M酬l，.tI.~ (同1.4)
、.
。 ?? ? ?
? ，
??










1 '戸 z什ヰ- 1
KI -1 
。 r-幽・、






















-骨.・ -1 -" ... -1・4
制前相川tl・o(10， "'1 
1・





。~ Il;ー= て Z











































































































? ? ? ?
?
-帽-a -a .， -a -f -4 
e開e・nl，・1.011・g刈
" 
言。 I KI -10 
b 
-g・1 I!~ 

















ト一寸一一→I I Iトー 「



































































































































































XP 55 KI -1 KI -2 
E 150 EーZ 句"
、¥
ii 150 
壱eg ，. 200 宅ea， . 100 
宮五: … 
..0 2i 
.5-E • 』 EO 
.E • 







、。 15 。 ‘ 
，。 15 
min min min 
200 20。 200 















。 。 。。 事 10 1事 。 ， 、。 16 。 1。 15 
mm mift mln 
量00・唱 300・、 200 
KI -7 KI由 S
__ 150 
悶-6 !:・t E 150 
司's書= 
入E a噌，gaB  E ‘200 喜三e，.1 0 0 呈 100-ー. ，  8 ;畑、 .5H •E ・i 60 
.. 』. 50 
s • 。。 。
。 、。 11 。
ー
10 15 。 ‘ 1。 16 
mln mln min 
3001 20。
KI同事 KI -10 
同 ~ 150 zz。
Ecε号~ 、，
.5 .4E 3 400 .c・
j 剛~ E 号3』. ・50 
。 。













































































XP SS KI -1 KI -2 
3b zsz 150 
外 キヤT
苦=・2情。 言bc 。、50。ω 
'o 1∞ 'o 10。 O 1∞ 
M H 、. 
2』.同. 自，旨、 唖匡. 
開 50 ，。
。 。 。。 10 20 30 。 10 zo '0 。 10 20 30 
-・c;ond・ -・e。拘d・ -・c。刷d・
∞ー、 2句。 置。
KI -3 KI -4 KI -5 
1b 5 1M ちー~ 1~0 石-L tSO 
-。ω z g。z 。ー
'o 100 。ー10。 。ー10。
輔 " " 色. E例h 霊!:例
50 50 50 
。 。 。。 ，。 20 耳目 。 10 20 '0 。 ，。 20 1・0
..cond・ -・cond・ -・cond・
200、 lO。
KI -6 KI -7 KI -a 
1b g。51鈎 12a5 E 15。 3tc z 150 
~ 。 ト凶斗トイ'o 1∞ O 10。M H ~・
"司s。 。ー ，。
。 。 。。 10 20 30 。 10 ZO ，。 ー 10 20 '0 
-・c。岡d・ e・e。陶d・ -・c;ond・
苫。0， E包。
KI -9 KI -10 
g lfi。 ち2 150 
‘。ea = a。ω z 




。 。。 ，。 20 ，。 。 10 20 '0 
-・cond・ -・cond.
Fig.10 葉酸、 cAMP刺激による 1P 3の諸砲。 XP55抹、Kl突然
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Fig. 13 _c AMP刺激によるトライトンー 至盗直iJ:のミオシン重組1昼金
支ito(A) X P 5 5株 (. )、 K1-10椋(0 )を 10 -7MのcAMPで刺
激後、図に示した時間ごとに反応を止め、 トライトン不活;画分に結合するミオシ
ン重鎖 H量を測定した。 (B)XP55抹(. )、1¥.1-10椋(0)を
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Fig. 14 c AMP刺激によるトラ壬土三-=..!.，;_1己目ノJ V/ "〆 J .." j1!. V./ ~ IL.o。
(A) XP55椋(. )、 KI-10掠(0 )を 10・?}. 1のcAMP子蔚薮吾、
図に示した時間ごとに反応を止め、トライト ン不溶画分に結合するアクチン量を
測定した。 (B)XP55抹(. )、1¥.1-10椋 (0)を
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folic acid cAMP pterin yeast extract bacteria unne 
XP55 +++ ++++ ++ +++ +++ +++ 
KI-l + 
KI-2 







KI-I0 ++ ++ + 







Phenotype of segregants 
chemotaxis (+) chemotaxis (一)
Strain TIG TSG TIG TSG axemc linkage group 
KI-1 。 。 28 18 N.I. 
KI-2 N.I. N.I N.I. N.I. N.I. N.D. 
KI-3 2 15 10 3 1.S. not I，I，II 
KI-4 。 。 28 25 N.I. 
KI-5 8 7 8 9 N.I. not I，II 
KI-6 26 15 17 2 N.I. not I，II 
KI-7 4 2 26 4 I.S. not I，I，II 
KI-8 11 30 13 6 I.S. not I，I，II 
KI-9 。 。 31 21 N.I 














cGMP phosphodiesterase activity in vitro guanylate cyclase activity 
with 8-Br-cGMP without 8-Br-cGMP with 1μM Ca2+ with 10nM Ca2+ without Ca2+ Strain 
% of XP55 without 8-Br-cGMP 
100 :t 16 127 :t 21 
113':t 13 177:t 19 
153 :t 16 186 :t 14 
107:t 8 209 :t 14 
140:t 8 169 :t 12 
91:t 9 123 :t 12 
85:t 7 107:t 8 
90 :t 11 107:t 8 
124 :t 22 176:t 13 
111 :t 14 138:t 7 













% of XP55 without Ca2+ 
83 :t 23 
61 :t 20 
69 :t 19 
65 :t 15 
35土 10
39 :t 11 




49 :t 18 
100 :t 30 
95 :t 21 
92 :t 26 
119 :t 38 
60 :t 25 
49 :t 20 
81 :t 26 
61 :t 23 
6:t 2 
35 :t 15 












pmol!min・mgprotein ( 1 0 0 %)で、 cGMPホスホ
結果は、 2度の実験で3回づつ測定した計6回の測定結
XP55抹のCa 2+非存在下でのグアニレートサイクレースの活性は 135














in vitro guanylate cyclase activity 
membrane fraction membrane + cytosolic fraction 
(pmol/min' mg protein) 
(% to activity in membrane fraction) 
30.8 (100) :t 6.6 52.4 (170) :t 5.4 
43.4 (141) :t 7.4 
52.4 (170) :t 8.0 
4.9 (100) :t 3.6 6.9 (141) :t 4.7 
6.2 (127) :t 3.6 
7.3 (149) :t 2.8 
30.8 (100) :t 6.1 50.1 (163) :t 3.3 
52.3 (170) :t 4.8 





cGMP dissociation cGMP binding 
% residual binding binding 
(nmol/mg' protein) 
















42 :t 7 
55 :t 7 
45 :t 1 
32 :t 2 
75 :t 5 
79 :t 9 
53 :t 3 
24:t 3 
75 :t 4 
38 :t 5 
43 :t 1 
19 :t 7 
29 :t 2 
36 :t 2 
9:t4 
65 :t 6 
89 :t 8 
68 :t 5 
9 :t 1 
46 :t 5 
15 :t 1 

























































Kdは解離定数を、 maximumbindingは細胞内の結合部位数を表す。 Kdとmaximulllbinding はFi g. 8のグラフより計算した。
bindingと%residual binding ( c G M P添加3分後のcGMP結合活性の、 cGMP添加前の cGMP結合量に対する百分率)は













T a b 1 e. vl C a 2.の取り込み活性
∞ntrol folic acid (20μM) c品。 (2μM)
(pmol/15 sec. mg protein) 
(% to control activity in XP55) 
35.6 (100) :! 4.0 
40.0 (112) :! 4.3 
36.5 (103) :! 6.1 
34.5 (97):!: 5.0 
36.0 (101) :! 5.3 
60.0 (168) :! 5.5 
24.0 (67):!: 6.0 
22.5 (63):!: 8.5 
37.8 (106) :! 3.2 
35.5 (100) :! 6.5 
31.0 (87):!: 5.3 
(% to∞ntrol activity in each strain) 
71.2 (200) :! 12.0 174.0 (489) :! 15.0 
37.0 (93):!: 6.3 30.5 (76)土 2.5
64.9 (178) :! 22.3 ・ 38.5(106):!: 6.5 
39.0 (113):!: 7.2 32.7 (94):!: 4.8 
38.2 (106):!: 3.3 26.8 (74):!: 5.5 
71.7 (120) :! 10.4 52.7 (88):!: 8.1 
38.7 (161):!: 4.0 23.8 (99):!: 4.0 
28.9 (128):!: 2.6 26.1 (116):!: 3.6 
44.6 (118):!: 3.3 64.3 (170):!: 5.8 
45.6 (128):!: 6.8 32.2 (91):!: 8.0 
37.6 (121):!: 5.0 53.6 (173):!: 6.3 
無刺滋 (control>でのCa 2.の取り込みの結果は、T1とT<;の細胞を用いそれぞれ2回の実験で3回づっ測定計 12回の平
均と標準偏差を表す。そのほかの結果は、 2度の実験で3回づっ測定した計6田の測定結果の平均値とその標準偏差を表す。















with cAMP pulse 
(% to without cAMP pulse) 
XP55 50.0 :t 15.3 113.9 (228) :t 27.8 
KI-1 15.0:t 3.9 20.3 (136):t 2.8 
KI-2 8.1:t 3.9 6.4 (79):t 2.8 
KI-3 1.9:t 1.7 4.7 (247):t 1.4 
KI-4 1.7:t 1.4 3.3 (194):t 1.7 
KI-5 5.0:t 3.3 4.2 (84):t 1.4 
KI-6 7.5:t 2.8 4.7 (63):t 1.4 
KI-7 7.2:t 2.5 6.9 (96):t 3.6 
KI-8 15.8:t 4.2 14.2 (90):t 3.9 
Kl-9 5.6:t 3.6 7.8 (140):t 2.8 
KI-10 16.1:t 6.4 13.3 (83):t 6.9 
結果は、 2度の実験で3回づつ測定した計6回の測定結果の平均値とその標準偏差を表す。
Table. VIs 細胞運動速度
Strain locomotion speed % to XP55 
(μm/sec) 
(number of experiments) 
XP55 0.265 :t 0.065 (29) 100 :t 25 
Kl-8 0.153 :t 0.033 (28) 58:t 5 
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